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Abstract: Praesagittifera naikaiensis is an 
acoelomorph worm native to the seashore of the 
Seto Inland Sea. P. naikaiensis harbors a species 
of prasinophytes, Tetraselmis sp., as a symbiont. 
The symbiotic algae are acquired horizontally 
from the environment during the larval stage. In 
this study, we established a method for the rearing 
of adult P. naikaiensis as a fi rst step toward using 
the animal in the study of development, evolution, 
and the symbiotic mechanism. We kept the animals 
in aquaria with closed seawater circulations. The 
bottom of the aquarium was half covered with sand 
collected from the seashore of the Seto Inland Sea. 
An LED light was suspended over the aquarium to 
aid photosynthesis. The system was maintained at 
a salinity of 32–33 ppt and a temperature of 14°C, 
on a 14-h light (35–80 μmol quanta m−2s−1)/10-h 
dark photoperiod. We succeeded in constantly 
producing sexually mature animals, independent 
of season. The system developed here will serve as 
a foundation for future studies on acoel evolution 
and development.
Keywords:  Acoelomorpha, Praesagittifera 
naikaiensis ,  Sex maturation, Development, 
Symbiosis, Evo–Devo.
はじめに
　生物が異種の生命体を体内に取り込んで馴致し
共生関係を成立させること（共生体の「家畜化」）
は、環境への適応力を増すと同時に、共生体の病
原性に抵抗する重要な手段でもある。家畜化の進
化は①世代毎に共生体を環境から取り込む（水平
伝搬）段階から、②共生体との関係がより緊密に
なり、親から子へ共生体を伝搬する（垂直伝搬）
段階を経て、③宿主と共生体が完全に一体化する
（オルガネラ化）段階へ進むと考えられる。微細
藻類を取り込み家畜化している無腸動物には段階
①の種と段階②の種がどちらも含まれ、動物と藻
類の共生進化を解明する上で理想的な動物群であ
る。
　動物界における無腸動物の系統的位置はいまだ
明らかではない。かつては扁形動物門渦虫綱無
腸目に属していたが（Hyman, 1951）、分子系統学
図１．A: P. naikaiensis. 背景は１mmの方眼. B: 藻類
獲得様式の進化の模式図.
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的解析により基盤的な左右相称動物であるとさ
れて、無腸動物（Acoelomorpha）という独立の門
が新設された（Katayama et al., 1993, Ruiz-Trillo et 
al., 1999, Baguñà and Riutort, 2004）。しかしその後、
無腸動物は珍渦虫とともに新口動物と近縁である
とする異説が出され（Philippe et al., 2011）、議論
が続いている。無腸動物の系統的位置は動物の進
化の全体像に関わる問題であり、この点でも興味
ぶかい動物群である。
　本論文で使用した無腸動物Praesagittifera 
naikaiensis（Yamasu, 1982）（新称：ナイカイムチョ
ウウズムシ）（図1A）はConvoluta naikaiensisとし
て原記載された（Yamasu, 1982）。後にサギティ
フェラ科に移され、属称が変更された（Kostenko 
and Mamkaev, 1990）。さらに近年、無腸綱（Acoela）
内の系統及び分類群が、リボゾーム遺伝子、ミト
コンドリア遺伝子、形態形質に基づいて総合的に
再検討され、その結果、現在はコンボルータ科プ
レサギティフェラ属に分類されている（Jondelius 
et al., 2011）。
　P. naikaiensisを含め、ほとんどの無腸動物は雌
雄同体で体内受精を行ない、共生藻を持たない
卵を産む（McCoy and Balzer, 2002）。次世代の胚
はふ化した後、環境中から共生藻を取り込んで
（水平伝搬）成長するので、前記の①の段階にあ
る。一方で、Waminoa litus（ワミノアムチョウウ
ズムシ）は親の卵巣内で共生藻を受け継いで（垂
直伝播）産卵された当初から共生藻を内包した
胚となり、個体発生を開始する（Barneah et al., 
2007, Hikosaka-Katayama et al., 2012, 彦坂-片山ら, 
2014）。ワミノア属の系統においては共生藻と宿
主の関係がより緊密になり、共生藻をオルガネラ
のように次世代に伝える②のシステムが進化した
と考えられる（図1B）。
　我々は共生藻家畜化の進化を理解するために、
これらの無腸動物を比較研究する事をめざし、ま
ず垂直伝搬型の共生藻獲得様式を持つW. litusの
飼育系を立ち上げ（彦坂-片山ら, 2010）、共生藻
を卵に取り込むメカニズムを解明した（Hikosaka-
Katayama et al., 2012）。本論文では水平伝搬型の
共生藻獲得様式を持つP. naikaiensisについて、性
成熟した個体を恒常的に得ることができる飼育方
法を確立したので、その知見を報告する。
材料と方法
動物の棲息地と採集法
　材料の P. naikaiensis（Yamasu, 1982）（図1A）
は広島県尾道市向島町立花の海岸（図2Aの3の
地点、34°361” 2, 133°209” 5）で採集した。本種
は瀬戸内海のカスプ状海岸（谷川, 2004）（図2B）
に棲息している。岡山県玉野市産の本種が原記載
された後、これまでに棲息が確認できた地点を図
2Aに示した。
　本種は５月から梅雨明けにかけて爆発的に増殖
する。６～７月にその個体数は最大に達し、海水
温の上昇とともに成体の死滅がはじまり、自然環
境では７月下旬から１１月上旬にかけて成熟個体
の採集は困難になる。
　動物が棲んでいるのは小潮レベルの波打ち際か
ら0.5～ 1 m程度沖へ入った砂地で、干潮時には
粒の大きい粗い砂利の下から細かい花崗岩質の砂
が露出する（図2B）。潮が大きく引くとカスプの
凹面から海へ向かって地下水がしみ出し、小さな
流れを作る（図2C）。動物はカスプの凹みの湿っ
ている場所に集積しており、その付近は他と比べ
て砂の表面が黒っぽく見える。６～７月の大潮の
最干潮時には棲息場所の砂をひとつかみ掬うだけ
で大量のP. naikaiensisを捕獲できる。
図２．A: 本種の棲息が確認できた地点. 1. 広島県竹原
市的場. 2. 広島県尾道市向島町布刈鼻. 3. 広島県尾道
市向島町立花. 4. 岡山県玉野市渋川. 5. 岡山県玉野市
出崎. 6. 岡山県瀬戸内市牛窓町鹿忍.  B:　岡山県玉野
市出崎（採集地５）のビーチカスプ.　C: 採集地の砂浜. 
干潮時にはカスプの間に小さな流れができる.
図３．A: 飼育水槽. 白の矢頭がP. naikaiensis. B: P. 
naikaiensis ９月に採集した未成熟個体. C: 押しつぶ
し標本.　矢頭で示した顆粒状の細胞が体内の共生藻 
Tetraselmis sp.　 D: 交接中のペア（矢印）.
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飼育水槽の立ち上げと飼育条件
　まず珪藻の培養システム（山口, 2012）を参考
にしてフラスコによる培養を試みた。しかし培養
液の濁りや、動物に奇形が観察されるなどの問題
点が発生した（彦坂ら, 2014）ため、循環式の水
槽による飼育を検討した。RG-20水槽（テトラ）
に外掛式フィルター AT-20（テトラ）、テトラバ
イオパックを装着し、人工海水ライブシーソル
ト（デルフィス）と生息地の海水を1：1の比率で
満たして循環させた。動物が棲息する間隙を作る
ために、生息地の砂を滅菌して水槽の底面の半分
程度に敷き詰めた。共生藻の生育を促すため、藻
類培養液KW21（第一製鋼株式会社）を4000倍の
濃度になるよう添加した。この水槽を低温恒温器
LTI-1000ED（EYELA）内に設置し飼育条件を検
討した（図3A）。１ヶ月毎に飼育水の半分を人工
海水に交換した。また、水槽の壁に付着した藻類
を適宜掃除し，除去した。
卵巣成熟条件の検討
　３月に採集した動物を水槽に入れ、実験室で飼
育した。水温が8℃、10℃、12℃、14℃、18℃、
20℃，22℃に上昇するまで各ステージで動物を
取り出し、卵巣の成熟過程を肉眼及び実体顕微鏡
（Leica MZ16 A）で観察した。検鏡はスライドグ
ラス上に動物をのせて、海水と等張のMgCl2液を
滴下して麻酔し、動物の動きが止まったところに
カバーグラスをかけて行なった。
図４．A～C：P. naikaiensis の性成熟過程. 左：軽く
押さえた実体顕微鏡像、右：強く押さえて体内構造を
撮影した像. A： 無卵巣期（I期）. B： 卵黄形成初期（II
期）. C： 卵黄形成後期（III期）. 卵巣が山吹色になる. 
D： P. naikaiensis の卵塊. スケールは200μm.
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採卵
　動物の体長が2 mm以上になり、卵巣が成熟す
ると、体の中央に黄色の卵巣が観察されるように
なる。濾過滅菌した飼育海水を満たした50 mlの
ガラスボウル容器に卵巣の発達した複数の個体を
移し、透明なフィルムで覆った。動物の入った容
器を22～ 25℃の実験室に移し、直射日光の当た
らない窓際（光量20～ 50 μmol quanta m-2s-1）に
静置した。
初期胚の飼育
　容器の壁面に産みつけられた卵塊を人工海水の
入った別のガラスボウルに取り分けてフィルムで
覆い、室温22～ 25℃の実験室で発生させた。必
要に応じて半換水を行った。観察には実体顕微
鏡（Leica MZ16A）および正立型顕微鏡（Nikon 
LABOPHOT-2）を使用した。
結果
成体の飼育と観察
　麻酔した成体の体長は長径約2.5 mm、短径約
1 mm、体型はヘチマのような形で、前部がやや
細く後端が丸みを帯びる（図3B）。体色は共生
藻に由来し、原記載では深緑色を呈す（Yamasu, 
1982）とあるが、近年は栄養塩濃度が低下してい
る（多田ら, 2010）ためか、低水温期に自然環境
中で採集した動物は濃褐色だった。
　本飼育システムにより、およそ10ヶ月間継続
的に飼育することができた。水槽内の動物のほと
んどは常に水槽の底面で好みの光量を得られる場
所に静止していた（図3A）。実験水槽で１週間程
度飼育すると動物は本来の色と思われる深緑色を
呈するようになった。動物を押しつぶして生物顕
微鏡で動物を観察すると、体内に多数の共生藻
Tetraselmis sp.の細胞が認められた（図3C）。
性成熟と卵巣の発達
　無腸動物は交接や皮下受胎（hypodermic 
impregnation）により体内受精を行なう（Hyman, 
1937, 1951）。P. naikaiensisの交接行動は本飼育水
槽においても観察された。循環している水流を止
めて10分を経過する頃から水槽の底面や壁面で交
接を行なうペアが認められた（図3D）。また性成
熟した動物を選別してガラスボウルに入れた個体
群においても交接行動が観察された。
　P. naikaiensisの性成熟個体を、生息地における
冬期水温で維持すると採卵可能な状態をしばら
く維持できる事が知られていた（西岡, 1997）が、
未成熟個体を成熟させる最適な条件についての
検討はなされていなかった。今回、本種を水温
14℃、光量35～ 80 μmol quanta m-2s-1（明期：14
時間，暗期：10時間）で飼育すると、１ヶ月程度
で卵形成の進行に伴う卵巣の発達により体の中央
に山吹色の卵巣が認められる個体が確認できるよ
うになった（図4C）。W. litusにおいて、卵巣の発
達はI期（無卵巣期）、II期（卵黄形成初期）、III期
（卵黄形成後期）に分けられる（Hikosaka-Katayama 
et al., 2012）。P. naikaiensisにおいても、W. litus同
様に３つのステージが認められた（図4A-C）。
産卵・初期発生
　動物の体の中央に肉眼ではっきりと卵巣が認め
られる性成熟個体を選別し、室温25℃の実験室に
放置すると、数日以内に容器の壁面および底面に
図５．P. naikaiensis の発生過程.　25℃飼育の場合.
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卵塊を産出した。
　共生藻を含まない卵は山吹色を呈し、１個ずつ
透明な卵殻に覆われ、さらに1～ 3個の卵殻がゼ
リー状のセメント物質でボウルの壁に産みつけら
れていた（図4D）。
　無腸動物は２つ組のらせん卵割（Bresslau, 
1909, Henry et al., 2000）という独特の様式で発生
が進む。本種においても、同様に発生が進み、産
卵後３日目には胚は幼生として正常にふ化し、遊
泳幼生になった。遊泳幼生を親とともに飼育する
と、幼生は共生藻を体内に取り込んで緑化し、底
面を這う幼若体になった（図5）。
考察
　本研究では水平伝搬型の共生藻獲得様式を持
つ無腸動物P. naikaiensisのモデル動物化に向けて、
動物の飼育方法を確立し、卵巣が発達する条件を
明らかにした（図3）。卵巣の発達した動物を25℃
に置くことで産卵を促し受精卵を得た（図4）。卵
塊あたりの卵数は1～ 3個であったが、Yamasu 
(1982)は、１匹あたりの産卵数は10個以下と報告
している。産卵数を最大にするためにはまだ条件
検討の余地があるようだ。
　さらに産卵後の胚を経過観察したところ、正常
発生を経てふ化した（図5）。ふ化後の遊泳幼生を
成体とともに引き続き飼育することにより幼若体
にまで発生させることができた（図5）。幼生はふ
化後遊泳しながら容器の底や卵塊の残骸の上で間
欠的に摂餌行動と思われる屈曲運動を行う。この
際に有機物に混じって共生藻が取り込まれるのか
もしれない。
　水槽内において交接行動や緑化した幼若体が観
察されたことから、人工飼育下でも有性生殖によ
りP. naikaiensisが増殖したことが分かる。
　共生藻と宿主動物の共生が成立するためには体
内に藻類が取り込まれ、維持される必要がある。
従ってそのプロセスおよびメカニズムを知るため
には、共生藻の取り込みから体内に定着する過程
を詳細に観察することが必要になる。本研究で
卵巣の発達する飼育条件を明らかにし、人工飼育
下で産卵させた卵の正常発生を確認したことは共
生成立過程を研究するための基盤となるものであ
る。
　微細藻類と宿主生物との細胞内共生関係は様々
な系統で独立に何度も進化し、地球生命の進化
にきわめて大きな役割を果たしてきた（Margulis, 
1993）。この共生関係はいくつものステップを経て
進化してきたと考えられるが、水平伝搬型から垂
直伝搬型への進化は藻類と宿主との相互依存関係
をより緊密なものにするという意味できわめて重
要な進化的ステップである。無腸動物全体では水
平伝搬が一般的である（McCoy and Balzer, 2002）
ことから、Waminoaは他の無腸動物から分岐した
後に垂直伝搬機構を進化させてきたと考えられ
る。この進化がいかにして可能になったのかを明
らかにするためには、垂直伝搬型と水平伝搬型の
卵形成過程を比較する事が鍵となる。この点で、
本研究により両タイプの無腸動物を実験に用いる
ことが可能になったことには大きな意義がある。
　また、無腸動物は共生の研究のみならず、進化
発生学（Evo-Devo）の観点からも興味深い動物群
である。無腸動物は左右相称動物のなかでもっと
も初期に分岐した動物群であるとされる一方で、
新口動物と類縁関係があるともいわれ、論争が続
いている。無腸動物の発生メカニズムを明らかに
することは、これらの論争を終らせる一助となる
と期待される。にもかかわらず、無腸動物の発生
の研究は十分に行われてきたとは言いがたい。本
研究により実験室内でP. naikaiensisのライフサイ
クルを回し、人工的に飼育する方法が開発された
ことで、今後、この興味深い生き物の研究が進展
することが期待される。
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